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Abstract: Coccolithoviruses  (Phycodnaviridae)  infect and  lyse  the most ubiquitous and  successful 
coccolithophorid in modern oceans, Emiliania huxleyi. So far, the genomes of 13 of these giant lytic 
viruses  (i.e.,  Emiliania  huxleyi  viruses—EhVs)  have  been  sequenced,  assembled,  and  annotated. 
Here, we performed an in‐depth comparison of their genomes to try and contextualize the ecological 
and evolutionary traits of these viruses. The genomes of these EhVs have from 444 to 548 coding 













DNA‐containing virus  infecting  the ubiquitous bloom‐forming  coccolithophorid  species Emiliania 
huxleyi [1]. Emiliania huxleyi virus strain number 86 (EhV‐86) was isolated in 1999 from the English 
Channel, and a subsequent analysis of its major capsid protein (MCP) and DNA polymerase genes 




biogeochemical  cycles,  the  study  of  this  host‐virus  system  is  particularly  relevant.  Interactions 
between E. huxleyi and EhVs have been investigated both in vivo, through large‐scale semi‐natural 





As  a  result  of  these  studies,  considerable  insight  has  been  gained regarding  (1)  the  EhV   
intein [18] and the expression profile of EhV genes during infection [19–21]; (2) the EhV life cycle, 
including its utilization of lipid rafts for budding from the host cells [22,23]; (3) host cellular processes 
in  response  to  infection  such  as  autophagy  and  the  induction  of  programmed  cell  death   
(PCD) pathways [17,24–27]; (4) the manipulation of fatty acid and lipid metabolism within infected 
cells,  leading  to  the  production  of  virus‐induced  lipids  crucial  for  the  progression  of  the   
infection  [10,28–31];  (5) vector  transmission of EhVs  in  the natural environment via aerosols and 
zooplankton faecal pellets [32,33]; and (6) the co‐occurring diversity of EhVs and their viruses in a 
range of habitats, including the Atlantic Ocean, Norwegian Fjords and coastal regions of the Black 
Sea  [8,34–38].  Perhaps  the most  astonishing  finding  to  date was  the  identification  of  a  de  novo 




their  coccolithoviruses  [1,9,39].  Similar  HGT  events  with  far‐reaching  ecological  relevance  and 












certain bacteria have been  found  to  induce  caspase‐like  activity and  cell death  in E. huxleyi  [52]. 








The  genomes  of  13  EhV  strains  were  retrieved  from  National  Center  for  Biotechnology 
Information  (NCBI)  (Table  1).  One  genome  (EhV‐86)  is  complete.  The  remaining  twelve  are   
near‐complete draft genomes which contain gaps between some of the contigs (see Section 3.3). A 








Table  1. A  brief  description  of  the  coccolithoviruses  used  in  this  study,  their  geographical  origin,  year  of  isolation  and  sea water  depth  from which  they   
were obtained.   
Strain #  Isolate    Isolation    Lat/Long    Depth (m) Date  NCBI  Reference * 
Location  Date  Sequenced  Accession # 
EhV‐84  E.C.  1999  50°15′ N, 04°13′ W  15  2011  JF974290  Schroeder et al., 2002 [2]; Nissimov et al., 2011 [45] 
EhV‐86  E.C.  1999  50°30′ N, 04°20′ W  surface  2005  AJ890364  Schroeder et al., 2002 [2]; Wilson et al., 2005 [1] 
EhV‐88  E.C.  1999  50°15′ N, 04°13′ W  5  2011  JF974310  Schroeder et al., 2002 [2]; Nissimov et al. 2012 [46] 
EhV‐201  E.C.  2001  49°56′ N, 04°19′ W  2  2011  JF974311  Schroeder et al., 2002 [2]; Nissimov et al. 2012 [46] 
EhV‐202  E.C.  2001  50°00′ N, 04°18′ W  15  2011  HQ634145  Schroeder et al., 2002 [2]; Nissimov et al.2012 [47]   
EhV‐203  E.C.  2001  50°00′ N, 04°18′ W  15  2011  JF974291  Schroeder et al., 2002 [2]; Nissimov et al. 2011 [48] 
EhV‐207  E.C.  2001  50°15′ N, 04°13′ W  5  2011  JF974317  Schroeder et al., 2002 [2]; Nissimov et al. 2012 [46] 
EhV‐208  E.C.  2001  50°15′ N, 04°13′ W  5  2011  JF974318  Schroeder et al., 2002 [2]; Nissimov et al. 2012 [46] 
EhV‐99B1  N.F.  1999  60°20′ N, 05°20′ E  surface  2013  FN429076  Pagarete et al., 2013 [44] 
EhV‐18  E.C.  2008  50°15′ N, 04°13′ W  surface  2013  KF481685  Nissimov et al., 2014 [49] 
EhV‐145  Loss.  2008  57°72′ N, 03°29′W  surface  2013  KF481686  Nissimov et al., 2014 [49] 
EhV‐156  E.C.  2009  50°15′ N, 04°13′ W  surface  2013  KF481687  Nissimov et al., 2014 [49] 










Tool  (ACT) was  then used  for BLASTn pairwise alignment and visualization of  the draft genome 
sequences against the fully assembled non‐gapped reference genome of EhV‐86 [59]. This enabled 
identification  of  the  most  likely  orientation  and  placement  of  contigs  (note  that  inversions  are 
common in virus genomes and it is possible that inversions represent a real difference between the 
genomes). Misplaced contigs were placed in their appropriate location and converted into the correct 
orientation manually.  Subsequently, MAUVE  2.0,  a  program  for  the  identification  of  conserved 
genomic DNA  regions  and  rearrangements, was  used  to  elucidate  the  variable  regions  of  each 
genome [60] in relation to EhV‐86. Additional gene prediction analysis and functional annotations 
were  performed  within  the  publically  available  online  Integrated  Microbial  Genomes—Expert 
Review platform (IMG/ER; [61]). Pairwise average nucleotide identity between each pair of genomes 
was also performed in this platform using Average Nucleotide Identity (ANI) analysis [62,63]. Briefly, 
ANI was used  to  compare all protein  coding genes within each EhV genome  to  the non‐gapped 




Reference Genome  Draft Genome ANI Score Total BBH *  Clade 
EhV‐86 
EhV‐164  99.95  443  A1 
EhV‐145  99.93  456  A1 
EhV‐84  99.07  434  A1 
EhV‐88  98.96  442  A1 
EhV‐99B1  98.23  421  A3 
EhV‐208  96.78  399  A2 
EhV‐207  96.67  411  A2 
EhV‐201  96.6  399  A2 
EhV‐203  96.6  402  A2 
EhV‐18  79.52  307  B 
EhV‐202  79.42  312  B 






genes  (in  this  case  all  the  predicted  CDSs  of  13  EhV  genomes)  as  a  query  against  the  NCBI   
non‐redundant protein sequences and captured the top‐hit taxonomic data if available (e.g., Domain, 
Phylum, Class, Order, Family, Genus, Species), associated with the subject homolog (Target), as well 

















groups: A and B  (Figure  1). The division  into  these groups was primarily due  to a  longer DNA 
polymerase gene present in EhV‐18, EhV‐156 and EhV‐202 (caused by an insert of 12 bp, which results 
in the addition of glycine, threonine and two prolines at the end of the coding region). Group A was 










Figure  1.  Phylogenetic  analysis  of  coccolithoviruses  based  on  their DNA  polymerase  and  serine 
palmitoyltransferase (SPT) genes. The evolutionary history of 13 EhV strains was inferred based on 






clustered  together  in  the  bootstrap  test  (1000  replicates)  are  shown  next  to  the  branches.  The 







Interestingly,  significant  differences  have  been  observed  in  the  infection  dynamics  of 
representative EhVs belonging to each phylogenetic clade identified in this study (Figure 1), both in 





promoter  elements  [1,20,68].  As  expected  [37],  this  hyper‐variable  region  was  characterized  by 
numerous  inversions,  rearrangements  and  base  pair  substitutions.  One  possibility  is  that  the 
observed variation in this region is a result of the gaps in the draft genomes between the different 
contigs  (Figure  2). Although  this may  be  the  case  for  some  of  the  draft  genomes  (i.e.,  EhV‐18,   
EhV‐156, EhV‐202, and EhV‐208), where the highest number of gaps are in that region, it is not for 
others. For example, EhV‐201 and EhV‐99B1 sequences only have 2–3 gaps in that region, yet still 














from  376,759  to  421,891  bp  (with  a  GC  content  of  39.94%  to  40.49%),  suggesting  considerable 
variability in EhV genome size. For example, EhV‐99B1 appears significantly shorter than the rest of 




sequencing  errors,  misalignments  introduced  during  the  original  genome  assembly,  and  the 
numerous  gaps  between  the  different  contigs.  However,  these  variations  may  also  reflect  real 
differences, as it is unlikely that regions as big as 45,132 bp long (the difference between the longest 
and shortest genome) were incorrectly sequenced or not included in the assemblies. These variations 
may have  real consequences on  the virus  life cycle, affecting  the  time  for viral genome synthesis 
within infected cells and, to an extent, the size of the capsid into which the DNA will be packed. As 
















Table  3. Predicted  genomic  characteristics of  sequenced  coccolithoviruses. The  statistics  for  each 
genome were obtained from the annotated ordered genomes uploaded into the Integrated Microbial 
Genomes—Expert Review (IMG/ER) online genome analysis pipeline [66]. Note that the numbers of 
genes,  bases,  coding  sequences  (CDSs),  coding  bases  and  transfer  RNAs  (tRNAs)  here  are 
underestimates (except for EhV‐86) due to incomplete genome sequences. 










E. huxleyi virus 84  486  396620  482  334463  85  4  40.17  8 
E. huxleyi virus 86  478  407339  472  369157  90  5  40.18  0 
E. huxleyi virus 88    480  397298  475  357803  90  5  40.18  7 
E. huxleyi virus 201  457  407301  451  363714  89  6  40.46  6 
E. huxleyi virus 202    488  407516  485  352215  93  3  40.3  11 
E. huxleyi virus 203    470  400520  464  364178  91  6  40.12  5 
E. huxleyi virus 207  479  421891  473  371313  93  6  40.49  15 
E. huxleyi virus 208    461  411003  455  348386  90  6  40.42  16 
E. huxleyi virus 99B1  451  376759  444  333400  90  6  40.04  16 
E. huxleyi virus 18  508  399651  503  346161  91  5  40.49  21 
E. huxleyi virus 145  552  397508  548  350414  103  4  39.94  41 
E. huxleyi virus 156  498  399344  493  351083  88  5  40.47  19 






respective  codon  frequencies  in  each genome and  that  it  is more  likely  that  strain‐specific  tRNA 




infects  eight. Moreover, EhV‐207  outcompetes EhV‐86 when placed  in direct  competition  over  a 
single host genotype and has a higher  rate of virus particle production  [13]. The extent  to which 
tRNAs are responsible for these observations has yet to be determined.   
Most predicted CDSs were shared between all EhV genomes but a number of strain‐specific 












tRNA  Genome  EhV‐84  EhV‐86  EhV‐88  EhV‐164  EhV‐145  EhV‐201  EhV‐203  EhV‐207  EhV‐208  EhV‐99B1  EhV‐18  EhV‐156  EhV‐202 
Arg  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  + 
Asn  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  + 
Gln  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  + 
Glu      +  +  +  + 
Ile  +  +  +  +  +  + 
Leu    +  +  +  +  +  +  +  + 
































hypothetical protein  27  3  4  7  8  4  4  9  9  6  18  9  6 
putative endonuclease    2   
putative membrane protein  2  1  1    4   
putative transposase    1   
putative DUF814 domain containing protein    1   
zinc finger protein    1   
putative ribonuclease    1  1 
glycosyltransferase family 29 
(sialyltransferase) 
                      1  1 
















and  other  organisms  such  as  Klebsormidium  laccidum  (which  belongs  to  a  genus  of  filamentous 
charophyte green algae).   
3.4. Coccolithovirus Gene Similarities to the Emiliania Huxleyi Host 
The prevailing dogma  is  that many EhV genes were acquired  from Emiliania huxleyi  through 
HGT. BLASTp analysis of EhV genomes revealed that, on average, ~25 EhV protein coding sequences 
were highly  similar  to  counterparts  in  the host genome of E. huxleyi CCMP1516  (consistent with 
previous analysis of  this host genome  [66]). Unfortunately, most of  these genes have no assigned 
function  yet.  Those with  a  predicted  function  include  a  group  of  genes  that  encode  a  de  novo 
sphingolipid biosynthesis pathway (i.e., serine palmitoyltransferase [45%], sterol desaturase [42%], 
transmembrane  fatty  acid  elongation  protein  [56%],  and  lipid  phosphate  phosphatase  [29%]). 








subunits  into a single gene  (as seen  in all other EhVs). The  functional  implications of  this during 
infection are so far unknown. Nevertheless, the acquisition of this near complete pathway represents 
a classical example of HGT of a virus with  its host, and  illustrates a  finely  tuned co‐evolutionary 
relationship between a host and its virus. In this case, it is manifested by a control for sphingolipid 
biosynthesis [29].   
With  the  exception  of  EhV‐99B1,  EhV‐202,  EhV‐18  and  EhV‐156,  the CDS with  the  highest 























For EhVs where  the  ehv117  transporter gene  is absent,  the CDS with  the highest percentage 
similarity  to a CDS  in E. huxleyi CCMP1516 varies.  In EhV‐99B1,  it  is a predicted  ribonucleoside‐
diphosphate reductase protein (RNR) (71.9% similar) whereas in EhV‐202, EhV‐18, and EhV‐156 it is 
a predicted polyubiquitin protein  (94.7%  similar). While  the  former  is an  enzyme  crucial  for  the 
conversion of ribonucleotides to deoxyribonucleotides for DNA synthesis, the latter is involved in 
protein degradation. We cannot confirm if these genes are also a result of HGT with their host, as 

















some  of  the  top  EhV  gene  hits  against  other  genera  include  DNA‐directed  RNA  polymerase   
subunit‐B  (an  enzyme  that produces mainly RNA  transcripts)  and DNA  ligase  (an  enzyme  that 






















Ehv Predicted Gene  COG ID Identity (%) E‐Value Bit‐Score Phylum Class Order Genus
DNA‐directed RNA polymerase subunit B  K  40.39  0  825  NA  NA  Dictyosteliida  Dictyostelium 
DNA ligase  L  51.29  0  612  Chlorophyta  Mamiellophyceae  Mamiellales  Micromonas 
DNA topoisomerase  L  33  0  586  Microsporidia  NA  NA  Nematocida 
DNA‐dependent RNA polymerase II largest 
subunit  K  34.09  7 × 10−171  555  Ascomycota  Sordariomycetes  Xylariales  Eutypa 
thymidylate synthase  F  49.7  1 × 10−168  497  NA  NA  Peronosporales  Phytophthora 
DNA polymerase delta catalytic subunit    L  35.11  2 × 10−132  436  Arthropoda  Malacostraca  Decapoda  Procambarus 
DNA helicase  L  49.3  3 × 10−137  419  Bacillariophyta  Coscinodiscophyceae  Thalassiosirales  Thalassiosira 
Major Hits against Bacteria 
deoxycytidylate deaminase  F  62.96  8 × 10−64  206  Firmicutes  Clostridia  Clostridiales  Clostridium 
Sialidase  G  30.03  2 × 10−37  148  Bacteroidetes  Sphingobacteriia  Sphingobacteriales  Sphingobacterium 
DNA‐binding protein  R  34.36  7 × 10−32  129  Verrucomicrobia  NA  NA  NA 
endonuclease  L  45.67  4 × 10−32  121  Proteobacteria  Alphaproteobacteria  Rhizobiales  Pseudochrobactrum 












There  are  close  ecological  relationships  between  E.  huxleyi  and  some  bacterial  groups.  A 




chlorophyll  a‐rich  waters  in  the  euphotic  zone  (0–50  m  in  depth),  the  typical  niche  at  which 
coccolithophores  are  found  [76]. A  link  between  coccolithophores  and  bacteria  is  also  found  in 
cultures of E. huxleyi and Coccolithus pelagicus, which are enriched in hydrocarbon‐degrading bacteria 
belonging  to Marinobacter and Marivita  [77]. These bacteria can colonize exopolymeric  substances 











desaturase.  These  hits  were  against  members  of  the  genus  Clostridium,  Sphingobacterium  and 
Niveispirillum respectively (Table 6, and Tables S8–S10). Bacteria from these genera are consistently 
found  in  all  coccolithophore  cultures  studied  by  Green  et  al.  [77].  The  hits  against  the 
Sphingobacteriales  are  particularly  intriguing  as  members  of  this  order  are  characterized  by   
the  presence  of  cellular  lipid  components  that  are  comprised  of  high  concentrations  of 





Moreover,  in  S.  multivorum,  sialidase  specifically  hydrolyzes  deaminated  neuraminic  acid 





by EhV‐encoded  sialidases or as a  ligand  for  the attachment of EhV  lectin proteins  [23].  Indeed,   
virus‐derived sialidase transcripts are detected during EhV‐86 infection 6–24 h post infection [21].   
Surprisingly, we observed that the putative sialidase gene is severely truncated (up to 95% of its 

























moments, the same  intracellular environment within E. huxleyi, particularly  in  light of recent data 
highlighting the importance of mixotrophy in phytoplankton [88]. For instance, in another NCLDV 
(i.e., Cafeteria roenbergensis virus), a 38‐kb genomic region was suggested to be bacterial in origin and 









E.  huxleyi  feeding  on  cohabiting  bacteria  might  sometimes  be  infected  by  lytic  viruses.  Such 
mixotrophic‐viral infection events may facilitate HGT across the domains.   
Whether  these events have occurred multiple  times during which  individual bacterial genes 
from different co‐habiting bacteria were acquired by EhVs throughout their evolutionary history, or 
there have been only a  few events during which  large “chunks” of bacterial DNA  (comprising of 
several adjacent genes, possibly sharing a similar function) were incorporated into EhVs, is unknown. 
However,  the  EhV  genes  with  the  highest  bit‐scores  to  Bacteria  in  our  study  were  not   
genomically‐located near each other  in  the analyzed genomes and did not appear  to hit  the same 









elucidation  of  functionally  important  differences  among  closely  related  viruses,  and  a  detailed   
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